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ヒト皮膚から非侵襲的に 1 層の角質細胞層を剥離し，1 個の角質細胞上の細胞間脂質の微
細構造の 24°C から 100°C の間での温度相転移挙動を解析した。また，ヒト皮膚から摘出
した角層シートの構造を解析し，剥離してきた 1 個の角質細胞の構造との違いを評価した。


























ル”と呼ばれる。角層は部位により異なるが[1]，およそ 1µm の厚みをもつ角質細胞が 10～



























































[9-13](図 1-3)，4 種類のスフィンゴ塩基 (sphingosine (S)，phytosphingosine (P)，
6-hydroxysphingosine (H)，dihydrosphingosine (dS))と 3種類の脂肪酸(non- hydroxylated 
(N)，α-hydroxylated (A)，ω-hydroxy fatty acid to which an unsaturated linoleic acid is 
ester-linked (EO))の組み合わせにより分類されている。 
これらの組成は，皮膚病患者と健常者で異なることが報告されている。アトピーの皮膚




































































図 1-3. ヒト皮膚角層のセラミド 
 
  





[55-21, 56-22]，その層周期は 13nm と 6nm の 2 種類であることが報告されている 
[23-25](図 1-4)。13nm と 6nm はそれぞれトリラメラ構造とバイレイヤー構造をとってお




























列構造とも関係していると考えられている。その配列構造は Liquid 相，Hexagonal 構造
(Hex)，Orthorhombic 構造(Ort)(図 1-5)の 3 種類が知られている。Hex と Ort は X 線回折
や電子線回折を用いて検出されている [23, 32, 33]。Hex と Ort は 0.41nm という同じ面間
隔をもっているため，X 線回折では得られるリング状の反射は重なってしまい，Hex と Ort
を区別することが困難であった。しかし，電子線回折は局所構造解析が可能であるため，
スポット状の反射を得られ，その角度分布から Hex の存在を明らかにすることが可能であ




Hex が顕著にみられたが，遊離脂肪酸を加えることで Ort の形成が促進されることが報告






















青い丸は炭化水素鎖の位置を表しており，Liquid 相は 0.46nm，Hex は 0.41nm のみの面間隔を有す
る。一方で，Ort は 0.41nm と 0.37nm の 2 種類の面間隔を有し，異方的な構造をとる。 
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1-3. 放射光 X 線および電子線回折法による構造解析 
 
 角層における構造研究は主にヒトやマウス，ウシ，ブタなどから分離したものを材料と




襲構造解析法を開発した[33, 35, 41]。 
一方で，電子線回折法は試料に対する電子線損傷の影響が大きいという問題があった[33- 









































量測定(DSC)，赤外分光などを用いた角層の熱特性の解析により，Ort から Hex への相転
移が 30～40°C で，鎖融解転移が 60°C付近から生じることが報告されている[23, 24, 31, 32, 



























































































カメラ長；約 150 cm 
回折視野領域；132 µm2 
電子線照射量；約 0.05-0.15 e･nm-2･s-1 
露光時間；2.0 s 
検出器；CCD カメラ(ES500W Erlangshen, Gatan, CA) 
標準試料；Au(面間隔 0.204 nm) 
サンプルホルダ；Gatan 626 cryo-holder (Gatan, CA) 
 
















べた(図 2-4)。金の単結晶の特定場所において，適正な z 位置から 50 µm ずつ±300 µm の
範囲で z 位置を移動させながら電子線回折像を取得した。得られた回折像からそれぞれの z
位置でのカメラ長を測定し，適正な z 位置(0)からの z 位置のズレとの関係を図 2-4 に示し























(図 2-5)。それぞれの電子線ビーム径(φ ≈2, 3, 12, 20µm)において，図 2-4 の実験と同様に金
の単結晶の特定場所で，適正な z 位置から 50 µm ずつ±300 µm の範囲で z 位置を移動さ
せながら電子線回折像を取得した。得られた回折像からそれぞれの z 位置でのカメラ長を測
定し，カメラ長と適正な z 位置(0)からの z 位置のズレ，および電子線ビーム径との関係を















電子線のビーム径φ はそれぞれ ○: 2µm，◇ : 3µm，□: 12µm，








め，電流メータの値が 1 pA のときを標準電流量として計算を行った。実際の実験では，試
料の無い場所において制限視野絞り(～55 µm2)を挿入し，露光時間 0.5 秒で撮影した CCD
カメラ上での電子線入射ビームの強度から電子線照射量を推定した。 
また，電子線を照射(フィラメントを加熱)後の電子線照射量の時間変化を測定した(図 2-6)。
空の試料ホルダを挿入し，電子線を照射後 5 分ごとに 90 分間データを取得した。得られた
データから電子線照射量を算出し，時間変化をプロットした(図 2-6)。その結果，電子線を
照射後 1 時間程度で電子線照射量が照射直後と比較しておよそ 30%に減少した。このよう
に，電子線照射後 1 時間程度は電子線照射量が安定しないため，実験を行う際は電子線照














空の試料ホルダを挿入し，電子線を照射後 60 分までは 5 分ごと，











電子線回折像は CCD カメラによって観察した。 
上述のようにして炭化水素鎖の側方充填配列構造に由来する電子線回折像を得ているが，
いくつか問題がある。1 つ目は，試料の厚さである。電子顕微鏡で用いられる試料は電子線
を透過させる必要があるため，数 nm から数 100 nm 程度の厚さしかない。角質細胞も 1 µm
程度の厚みしかもたないので，試料の厚さに起因する形状因子の広がり，すなわち逆格子
点まわりに試料の厚さと垂直な方向に広がった散乱強度を持つ。2 つ目は，電子線の波長で


















2-2. 放射光 X 線回折 
 
 本研究の X 線回折実験は，大型放射光施設(SPring-8, Hyogo, Japan)を利用した。ビーム




カメラ長；約 50 cm 
露光時間；30 s  
検出器；R-Axis VII imaging plate detector (Rigaku, Tokyo, Japan) 
標準試料；コレステロール(面間隔 3.39 nm) 


















s=2sinθ /λ(2θ ; 散乱角，λ ; 波長)の関数として求めた(図 2-8, 9)。 
 















列構造由来の 0.41 nm，0.37 nm に対応する反射がリング状で見られる。また，電子線回折に対して
原子散乱因子は s-2に比例しているため[54]，電子線回折像は中心部を除いて s2をかけて示している。
(b) (a)を一周積算した散乱強度プロファイルである。s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1付近にそれぞれ Hex
および Ort の 0.41 nm の面間隔と Ort の 0.37 nm の面間隔に由来する鋭い反射ピークがみられる。 
(a)腹部から採取した角層の 24°C における X 線回折像である。照射した領域において脂質分子充填
配列構造由来の 0.41 nm，0.37 nm に対応する反射がリング状で見られる。また，ラメラ構造に由来
する反射が小角領域に見られる。(b) s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1付近にそれぞれ Hex および Ort の




電子線および X 線回折によって得られた散乱強度プロファイルは，s ≈2.2 nm-1付近に角
質細胞中のケラチン由来と考えられるブロードな散乱ピークが観察された。このため，脂







ィングにガウス関数を採用した理由は，24°C で得られた s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1の散













(a)，(b)ともに 24°C での一周積算した散乱強度プロファイルであり，90°C の散乱強度プロファイルを
引いている。s ≈2.4 nm-1および 2.7 nm-1付近にそれぞれ Hex および Ort の 0.41 nm の面間隔と Ort





Vapo Meter(SWL4002, Delfin)を用いて試料採取部位の経皮水分蒸散量 (Trans 
Epidermal Water Loss, 以下 TEWL)，および湿度と温度を測定した。Vapo Meter は相対
湿度，温度を感知するセンサーを内蔵しており，はじめに外気を測定する。測定面を皮膚
表面に置くことで相対湿度(RH％)を記録し，その傾きを最小二乗法で求め TEWL 値として
導き出している。TEWL の単位は[g・m-2・h-1]である。測定は，測定面を上方に向けて Vapo 
Meter のスイッチを入れた後，測定器を測定部位に自重をもってあてがい測定した(図 2-11)。
また，測定は 3 cm×3 cm 四方内で行った。 
また，皮膚表面温度と TEWL の関係を調べた。上腕内側部の皮膚表面を 20°C～40°C 範
囲の特定温度に調整したプログラム式ドライブロックバス(MODEL IC25, FUNAKOSHI) 
に自重であてがい 10 秒～5 分の範囲で放置した。ブロックバスを測定部位から離した直後
に TEWL と皮膚表面温度の測定を行った。皮膚表面温度の測定は赤外放射温度計





























ヒト皮膚から非侵襲的に 1 層の角質細胞層を剥離し，1 個の角質細胞細上の細胞間脂質の
微細構造を解析した。また，ヒト皮膚から摘出した角層シートの構造を解析し，剥離して
きた 1 個の角質細胞の構造との違いを評価した。1 個の角質細胞は低照射量電子線回折 
(LFED)を用い，また角層シートは放射光 X 線回折(SXD)を用いて構造解析を行った(詳細は
実験方法を参照)。    
図 3-1 は，腕から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a, b)，および腹部から採取し
た角層シートの X 線回折像(d, e)である。24°C では，s ≈2.4 nm-1 (面間隔 0.41 nm)および s 
≈2.7 nm-1 (面間隔 0.37 nm)に明瞭なデバイシェラーリングが見られた(図 3-1 a, b)。これら
の回折像は，これまでに報告されているもの[23, 32, 33]と基本的に一致しており，ヘキサ
ゴナル相(Hex)とオーソロンビック相(Ort)の 2 つの脂質分子充填配列構造由来の反射と考
えられる。Hex および Ort は，共に s ≈2.4 nm-1 （格子面間隔 0.41 nm）付近に反射ピー
クを与えるため，Hex が Ort と共存しているかの判別は難しい。図 3-1 では，s ≈2.7 nm-1 付
近のピークに対する s ≈2.4 nm-1 付近のピークの積分強度比は，電子線回折では 3.5，X 線
回折では 3.1 と，Ort のみが存在している場合に予想される 2.0 よりも大きく，ビーム照射




s ≈2.4 nm-1 と s ≈2.7 nm-1 付近の反射ピークは 90°C まで昇温すると消失するが，24°C
でも 2 つのリングと重なるようにして存在する s ≈2.1 nm-1 を中心とするブロードなリン
グ状の反射は 90°C でも残っている(図 3-1 b, e)。これは，角質細胞内のケラチン繊維由来の
反射であることが報告されている[56]。このブロードな反射は 90°C では，24°C と比べる
と広角領域(s > 2.1 nm-1)がわずかに減少している。この傾向は電子線回折と X 線回折の両
方で見られたが，X 線回折の場合の方が広角側まで強度が減少している(図 3-1 c, f)。この付
近には水由来に反射が現れることが知られており，この 2 つの試料の水含量の違いを反映
していると思われる。 
以下簡単のため，本研究で解析を行った s ≈2.4 nm-1，2.7 nm-1および 2.1 nm-1の 3 つの














LFED(a, b)および SXD (d, e)により得られた 24°C (a, d)および 90°C (b, e) における回折像，
およびそれらの散乱強度プロファイル(c, f)を示した。c, f における実線はそれぞれ a, d を，破
線はそれぞれ b, e を散乱強度プロファイルにしたものである。24°C では，2 つのデバイシェ
ラーリングが s ≈2.4 nm-1および s ≈2.7 nm-1に見られる(a, c, d, f に示す矢印)。90°C では，
ブロードなリングが s ≈2.1 nm-1に見られる(b, c, e, f に示す矢じり)。SXD ではラメラ構造お
よびケラチン繊維由来の反射ピークが小角領域(s <1 nm-1)および s ≈1 nm-1にそれぞれ見られ
る。また，電子線回折像は中心部を除いて s2をかけて示している(a, b)(詳細は実験方法を参照)。
c, f はそれぞれ A s-n + B の関数でフィッティングし，バックグラウンドを引いたものを示して





図 3-1 の結果をもとに，1 個の角質細胞および角層シートの構造パラメータを 2-5 節の解
析方法に従い解析し，比較を行った(表 3-1)。P2.4 および P2.7 のピーク位置(s2.4 および s2.7)
は，角層シートに比べ 1 個の角質細胞の方が 1%程度小さい値をとっていた(考察を参照)。2
つのピークのs値の比率(s2.7/s2.4)は両試料でほぼ同じ値であったことを考慮すると，この1%
程度の s 値の違いは，カメラ長を補正する際の z 値の計測（2-1-3 節参照）における系統誤
差などの影響による可能性が高い。これらの結果から，少なくともグリッドストリッピン
グによる剥離過程で Ort や Hex の構造が大きく壊れることはないと考えられる。 
反射ピークの半値幅(FWHM)については，角層シートよりも 1 個の角質細胞の方が明確























図 3-2は 1個の角質細胞(図 3-2a; LFED)および角層シート(図 3-2b; SXD)から得られた散
乱強度プロファイルの温度依存性を示している。温度に対する脂質配列構造の変化を明確
にするため，それぞれのプロファイルから90°Cのプロファイルを引いたものを示している。
室温では P2.4 および P2.7 のピークが見られることから，3-1 で述べたようにこの領域には
Ort ドメインが存在していると考えられる。温度を上げていくと P2.4および P2.7のピーク強
度が減少していき，40°C 付近で P2.7のピークが消失した。さらに温度を上げていくと P2.4
のピーク強度が増加し，50°C 付近では室温に比べ P2.4のピーク位置がわずかに広角側に位
置している。60°C以上でP2.4のピーク強度が減少し始め，80°C から90°Cの間で消失した。
これらの温度相転移挙動は過去の研究と一致しており[31, 41]，30°C～40°C 付近での P2.7















図 3-1 の試料について 24°C から 90°C まで 1 K/min で昇温した。回折像は 1 個の角質細胞では 2°C
ごと(a)，角層シートでは 3°C ごと(b)に取得した。細胞間脂質の構造変化を明確にするために，そ
れぞれの散乱強度プロファイルから 90°C のプロファイルを引いた。 
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図 3-4 は P2.4の相対ピーク強度の温度依存性を示しており，基本的には図 3-3 で示したも
のと同様の温度相転移挙動を示しているが(減少→増加→減少)，細胞毎で異なる特徴が見ら
れた。特に，30°C～40°C での相対ピーク強度の減少量の違いが顕著であった(○>△>□)。
これは Ort から Hex への相転移に対応していることから，Ort ドメインの存在量が多いほ


































腕から採取した 1 個の角質細胞について LFED 実験を行い，得られた代








ピーク位置の温度依存性のグラフ(図 3-3b)において，40°C および 50°C 付近の凸凹を 2
次関数でフィッティングし，その極小値もしくは極大値(図 3-3b に示す矢印および矢じり)
をとるときの s 値および温度を見積もった(表 3-2)。極小値および極大値において s 値のバ
ラつきは小さいが(±0.004-0.005 nm-1)，温度は大きくバラついていた(±3-4°C)。また，LFED
と SXD では同程度のバラつきを示した。さらに，SXD の方が LFED に比べ極小値および












ピーク位置の温度依存性のグラフ(図 3-3b)において，40°C および 50°C 付近の凸凹を 2 次関数でフィッ
ティングし，その極小値もしくは極大値をとるときの s 値および温度を見積もった。Ort-to-Hex; 極小
値，Chain melting; 極大値。 
aそれぞれの値は平均値±標準偏差を示す(LFED; n=7, SXD; n=4)。 
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3-3. Ort から Hex への温度相転移に関する詳細な解析 
 
LFED の利点は 1 個の角質細胞における局所構造解析が可能であるということである。
そこで，その利点を利用して，Ort から Hex への温度相転移の詳細な解析を試みた。 
1 個の角質細胞を用いた LFED 実験では，図 3-1a で示した 2 重のデバイシェラーリング
以外の回折パターンも見られた (図 3-5, 6, 7)。図 3-5 では，6 つの円弧状の反射と強度の弱
いリング状の P2.4 の反射が見られる。この領域には配向が制限された Ort ドメインとラン
ダムに配向した Hex ドメインが共存していると考えられる 6 つの円弧状の反射が見られ，
そのうち 2 つは s ≈2.7 nm-1にあり，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1に位置している。このような
円弧状の反射の出現は，方位角方向に狭い範囲で配向が分布した比較的小さな Ort ドメイ
ンの存在を示唆している。昇温していくと円弧状の P2.7は連続的に小角側にシフトし，50°C
では s ≈2.45 nm-1までシフトした (図 3-5b, c)。こうしたピークシフトの可能性は温度分解
能の粗い電子線回折実験でも予想されていた[41]が，本実験で明瞭に示された。このとき，
P2.7と P2.4のピークシフトの方向は逆を示した(図 3-5c)。 
図 3-6 では，スポット状の反射が見られる。この回折パターンは，電子線照射領域内にお
いて，特定の配向をもった比較的大きな Ort ドメインの存在を示唆している。6 つのスポッ





えられる。このように，小さな Ort ドメインとは対照的に，大きな Ort ドメインは格子定
数が不連続に変化する一次相転移の振る舞いを示すことが示唆された。 
図 3-7 では，P2.4 のみの反射が見られる。これは，主にランダムに配向した小さな Hex
ドメインが存在していることを示唆している。昇温していくと，50°C 以下ではほぼ一定の
ピーク位置を示し(図 3-7b, c)，室温で Ort と Hex ドメインが共存している試料において現
れた新しい Hex の形成は見られなかった。 
これらの回折パターンの出現頻度は季節や個人，部位などに依存するが，電子線照射領
域を 132 µm2に設定した場合，明瞭なスポット状(<1%)および P2.4のみの反射(<5%)を与え











頬から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b)，および P2.4(△)
と P2.7(○)のピーク位置の温度依存性(c)を示す。6 つの円弧状の反射が見られ，そのうち 2 つは s ≈
2.7 nm-1にあり，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1 に位置している(a)。この回折パターンを 20°C から 80°C
まで 1K/min で昇温させた。昇温していくと，2 つの円弧状の反射(s ≈2.7 nm-1) (a, b に示す矢印)
が徐々に小角側にシフトしていき，50°C では s ≈2.45 nm-1の位置までシフトする (a に示す矢じ
















頬から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b)，および P2.4(△)
と P2.7(○)のピーク位置の温度依存性(c)を示す。6 つのスポット状の反射のうち 2 つは s ≈2.7 nm-1
にあり(a, b に示す矢印)，他の 4 つは s ≈2.4 nm-1に位置している(a に示す矢じり)。この回折パタ
ーンを 20°C から 75°C まで 1 K/min で昇温させた。回折像は 24°C，42°C および 44°C を示し(a)，
散乱強度プロファイルは，得られた回折像をビーム中心から方位角方向に強度を s ≈2.7 nm-1の円
弧状の反射の範囲内について積算することで求めた。ピーク位置の温度依存性はガウス関数でフィ













腕から採取した 1 個の角質細胞の電子線回折像(a)とその散乱強度プロファイル(b)，および P2.4(△)
のピーク位置の温度依存性(c)を示す。P2.4 の反射のみを与えた回折パターン(a)について，20°C か






LFED は角質細胞 1 個以下の領域の構造を解析できるのに対して，SXD は積層した多く
の角質細胞からの平均情報を得るため相転移挙動の異なる領域ごとのデータを得るのはむ
ずかしい。図 3-8a は，図 3-2 の SXD 実験で得られた散乱強度プロファイルのピーク強度
とピーク位置の温度依存性をわかりやすくするためにグレースケールで示している。ここ
では，P2.7が 40°C までの昇温過程においてほぼ一定のピーク位置を示しているように見え，
図 3-5 のような Ort から新しい Hex への相転移で見られたピーク位置の連続的なシフトは
明確には見られなかった(図 3-8a)[31]。そこで，昇温過程におけるピーク位置の変化を明確
にするために，隣り合う散乱強度プロファイル間で差をとり，散乱強度の差分プロファイ
ルを計算した(図 3-8b)。差をとることで，30°C から 50°C での P2.7のピーク位置の小角側
への連続的なシフトが幅広い温度範囲で起こっているのが見て取れる。これら結果は，角
層シートでも 1 個の角質細胞と同様，連続的な Ort から Hex への転移が起こっているが，
局所領域ごとに転移温度にばらつきがあるため，SXD では明瞭にピークシフトが観測でき
ないことを示唆している。 
 これまでの我々の結果は，ヒト角層の細胞間脂質は少なくとも以下に示す 3 種類の温度
相転移を示すことを示唆している。 
 
(I)  比較的大きな Ort ドメインの相転移 (Tr-I)  
(II) 比較的小さなOrtドメインから新しいHexドメインへの連続的な相転移 (Tr-II) 















図 3-2b における散乱強度プロファイルおよびその差分プロファイル(N 番目のプロファイ
ルから(N+1)番目のプロファルを引いた)をそれぞれグレースケールで示した(a, b) 。また，











化を SXD により測定した結果を示す。20°C から 35°C (図 3-9a)または 45.5°C (図 3-9b)ま
で 1 K/min で昇温後，それぞれの温度で 15 分間放置し，再び 20°C まで降温させた。図 3-9a
では，30°C 付近から P2.7のピーク強度が減少し始めており，Ort から Hex へ相転移してい
ると考えられる。35°C では，まだ P2.7のピークが見られている。また，15 分間 35℃に放
置することによってわずかにピーク強度の減少が見られる。35°C から 20°C までの降温過
程では，P2.7のピーク強度が増加しているが，昇温過程のピーク強度と比べると完全には回
復していない。図 3-9b では，40°C 付近で完全に P2.7のピークが消失しており，45.5°C か
ら 20°C までの降温過程で再び P2.7のピークが現れることはなかった。このように，角層細
胞間脂質の Ort から Hex への転移には大きなヒステリシスがあることがわかった。 





いるように見える。45.5℃まで昇温した場合には 20℃まで降温しても Ort が現れなかった
ことと合わせて考えると，Ort の核が残っている領域では降温によって速やかに Ort が形成
されるが，核がなくなると Ort 形成の緩和時間が長くなるか不可逆になると思われる。さ
らに，保温過程で P2.4 と P2.7 のピーク位置の小角側へのシフトおよびピーク強度の減少が
見られていることから，昇温過程における Ort から Hex への転移でも分オーダーの緩和過
程が存在していることがわかった。この緩和過程としては，脂質分子の拡散によって Hex
を構成する分子種と Ort を構成する分子種が混合していくことが考えられる。そこで，以













20°C から 35°C (a)または 45.5°C (b)まで 1K/min で昇温後，それぞれの温度で 15 分










図 3-9a の実験で得られたプロファイルから P2.4のピーク位置(a)，相対ピーク強度(b)，P2.7の




図 3-9及び図 3-10に示した角層の細胞間脂質の Ort-Hex 転移の温度ヒステリシスのデー
タに基づいて，降温ジャンプ後の Ort 形成の緩和過程の解析を行った。図 3-11 は購入した
ヒト皮膚角層シートを試料として，温度変化に伴う細胞間脂質の構造変化を SXD により測
定した結果である。図 3-11a は，25°C から 40°C へ温度ジャンプ後 5 分間保温し，再び 25°C
へ温度ジャンプした後の経時変化を示している。25°C では P2.4および P2.7のピークが見ら
れたが，40°C にジャンプすると P2.7のピークが消失したことから，Ort はほぼ全て Hex へ
相転移したと考えられる。40°C から再び 25°C にジャンプすると，P2.7 のピークが再び現
れ，その積分強度は回折像取得準備をしている数分以内に 40℃へジャンプする前の積分強











胸部から採取した角層シートを SXD に供した。(a)は，25°C から 40°C に温度ジャンプ後 5 分間インキュ
ベートし，再び 25°C にジャンプ，その後 15 分間 25°C でインキュベートした散乱強度プロファイルを示






SXD により測定した結果である。25°C から 40°C に温度ジャンプ後 5 分間インキュベート
し，再び 25°Cにジャンプし 5分間インキュベートした。それを 10回繰り返したときの 25°C
での散乱強度プロファイル (図 3-12)と，その構造パラメータ(図 3-13)を示す。昇・降温を
繰り返すことで，徐々に P2.4および P2.7のピーク強度の減少が見られた。また，P2.4および












胸部から採取した角層シートを SXD に供した。25°C から 40°C に温度ジャンプ後 5 分間イン













図 3-12 の実験において，昇・降温を繰り返した回数と，それぞれの 25°C に戻したとき














インのサイズや分布様式が Ort から Hex への相転移の振る舞いに影響していることを示唆






















きの反射ピーク強度の経時変化を解析した。図 4-1 は，電子線照射流量 0.5 e∙nm−2∙s−1に設
定したときの散乱強度プロファイルの電子線照射量依存性である。脂質配列構造の変化を
明確にするために，P2.4 および P2.7 が消失した後の散乱強度プロファイルをそれぞれの散
乱強度プロファイルから引いた。最初は P2.4，P2.7および s ≈2.0 nm−1の 3 つの反射ピーク
が見られるが，これらの反射ピークはそれぞれ異なる電子線照射量依存性を示した。P2.4の




ていた。ステップ(1)は P2.4 および P2.7 のピーク強度が減衰していくことから，Ort ドメイ
ンが最初に崩壊していくと考えられる。ステップ(3)は Hexの崩壊を示唆している。一方で，
ピーク強度の減少の仕方が 2 ステップになっているのも観察された。これは，Hex が顕著
である回折パターンで見られ，Ort ドメインが少ないためにステップ(1)の Ort ドメインの
崩壊が現れていないためだと考えられる。 
電子線損傷は，試料を液体窒素温度まで冷却することにより低減することが可能である






























露光時間 2 秒，10 秒間隔で電子線回折像を取得した。強度の変化が
明確になるように，脂質由来のピークが消失後，電子線照射によるバ















線照射流量は 0.2 (○), 0.5 (□), 1 (△, ▽), 3 ( △ , ▽ ) and 5 (◇) e∙nm−2∙s−1
である。ピーク強度は以下の 3 つのステップを経て減衰している様子が
観察された; (1)鋭い減衰 (0–35 e/nm2)，(2)比較的ゆるやかな傾斜での減






価するために，P2.4の減衰の温度依存性を測定した。図 4-3 は 25°C および 50°C での P2.4
の相対ピーク強度の電子照射量依存性を示す。25°C での相対ピーク強度の減衰は，先に述
べたように 3 つのステップを示した。ステップ(1)は Ort ドメインの消失であり，そのとき
の電子線照射量はおよそ 40 e∙nm-2 以下である。一方 50°C では，傾斜の小さい減衰(<~10 
e∙nm-2)とその後の大きな減衰から成り立つ。これらの電子線照射量はおおよそ再現した。
また，P2.4が消失する電子線照射量は 25°C と比較すると 50°C の方が少ないという結果を
示した。これはおそらく，脂質分子の拡散が高温にすることで促進されたことが原因とし
て考えられる。 
  図 3-2a で示された実験において，蓄積された電子線照射量は 40°C ではおよそ 7 e∙nm-2，
90°C ではおよそ 22 e∙nm-2 である。Ort ドメインが完全に消失するために必要な電子線照











  格子定数に対する電子線損傷の影響を評価するために，25°C で回折像を取得後，電子線
を照射しない状態で試料の温度を 50°C まで昇温させ回折像を取得した。その結果，50°C
での格子定数は，昇温中に複数枚の回折像を取得した場合と比較してわずかに小さい値を

















P2.4の相対ピーク強度の 24 °C (○)および 50 °C (●)での電子線照射量
依存性を示す。電子線照射流量はともに 0.5 e∙nm-2∙s-1である。 
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次に，SXD 実験における角層に対する X 線損傷の影響を検討した。図 4-4 は P2.4の相対
積分強度の X 線照射量依存性を示す。この図から，1 回の照射でおよそ 0.85%の積分強度
が減少していることがわかる。図 3-2b で示された実験において，42 °C で完全に Ort ドメ
インが消失しているとすれば，それまでに X 線が 7 回照射されていることから，温度走査
をしている間にX線損傷によりおよそ6%のOrtドメインが部分的に消失していることにな
る。ただし，図 3-2b で示した実験で用いた X 線のエネルギーが 16keV であるのに対して，












X 線のエネルギーを 14keV，露光時間 30 秒で合計 17 回照射した。 
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4-3. Ort および Hex ドメインの分布の温度相転移挙動に対する影響 
 
LFED は，Ort と Hex ドメインの分布様式が温度相転移の振る舞いに影響していること
を明らかにした(図 3-5, 6, 7)。ヒト角層の細胞間脂質は少なくとも 3 種類の異なる温度相転
移挙動を示す領域を含んでいる；(1)主に Hex ドメインから成る領域(Hex area)，(2)比較的
大きな Ort ドメインから成る領域(LOrt area)，(3)Hex と Ort ドメインが混合した領域




されなかったため，LOrt ドメインは非常にブロードな反射を与える小さな Hex ドメインに
分解されたか，もしくは流動相へ変化したと推測される。ただし，LOrt の Hex への相転移
に付随する側方方向の膨張は，密な構造をとる脂質層に制限されているため，LOrt の崩壊
や流動化は脂質層の側方方向に圧力を加えることになると考えられる。対照的に，Hex-Ort 
area においては，Ort が連続的な相転移を経て新しい Hex を形成する(図 3-5)。P2.4は連続
的な相転移の間に全体として新しいピーク位置へと動いていくので，隣り合う小さな Ort









LFED の局所構造解析を利用することで，50°C における new 





図 3-12, 13 の結果では，温度ジャンプの繰り返しにより 25°C に戻したときの P2.4 およ
び P2.7 のピーク位置がわずかに小角側へシフトし，半値幅の増大が見られた。この結果か
ら，図 4-6 のようなモデルが考えられる。25°C(図 4-6a)では，Ort ドメイン(Ort0)および
Hex ドメイン(Hex0)が形成されている。40°C に温度ジャンプすると Ort0は Hex1へ相転移
するが，一部 Hex0と混ざり合い Hex2が形成される(図 4-6b)。25°C と 40°C で温度ジャン
プを繰り返すことは，40°C での保温時間の増加と同じであると考えると，保温時間の増加
により Hex0と Hex1の間での脂質分子のやり取りが増加し，Hex2ドメインの形成が促進さ
れる(図 4-6c)。25°C に戻すと Hex1は Ort0へ，Hex2からは Ort0に比べわずかに格子定数
の大きい Ort1が形成される(図 4-6d)。このように，40°C での保温時間の増加により，Hex
ドメインおよび Ort ドメイン間での成分のやりとりがなされることで新しい Hex が形成さ
れ，25°C に戻したときには処理前の Ort とわずかに格子定数の異なる Ort ドメインが形成
されるのではないかと考えた。一方で，図 3-6 のように一部 Ort ドメインからどのような
相に転移したのか明確でない領域もあることから，存在量比に関してはさらに議論が必要
である。マウスを用いた同様の温度相転移挙動の実験では，昇・降温により流動相のピー
クが現れるとされる s ≈2.1nm-1 付近のバックグラウンドに増減が見られたことから，Ort
ドメインの一部が流動相へ相転移しているのかもしれない(データは省略する)。 
また，角層の細胞間脂質構造の温度依存性にはヒステリシスがあることが示された(図 3-9, 
10)。35°C よりも 45°C に昇温させた方が，室温に戻したときのヒステリシスが大きくなる
ことを示唆する結果を得たが，これは先に述べたように 45°C まで昇温させることで Hex
























と相関していることが示唆された[37]。そこで，Ort から Hex への相転移が生理学温度付
近で生じることから，皮膚表面温度を変化させ脂質配列構造をコントロールすることで，
TEWL との関係を解明できるのではないかと考えた。 
図 4-7 は，前腕内側部の皮膚表面を 20°C から 40°C の間に設定したブロックバスに 3 分
間押し当て，室温に戻した直後の TEWL と皮膚表面温度の関係を示している。縦軸の
ΔTEWL は皮膚表面温度を変化させる前後での TEWL の差を表している。皮膚表面温度が
33°C 付近を境にして TEWL の増加率が異なる結果を得た。ΔTEWL 値の 0 近傍で変化し
ていることから，平常状態からの皮膚表面温度の変化が関係している可能性も考えられる













に 3 分間押し当て，室温に戻した直後の TEWL を測定した。皮膚表面
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